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論文内容の要旨
第1章：緒言
酸素は呼吸で生体に取り込まれ、酸化反応における電子の授受に利用される。またこの過
程で生成する中間体を活性酸素種（ROS）と呼んでおり、主なものは4種類である。スーパーオ
キシド（02●‾）、ヒドロキシルラジカル（●OH）、過酸化水素（H202）、一重項酸素（102）がある。
普段我々の体内では、生成したROSは内在的に備わっている抗酸化物質により消去される
ため、恒常性が保たれている。しかし、体内で生成するROSと抗酸化物質によるROSの消去
のバランスが崩れた場合、体内に過剰に産生されたROSが脂質、タンパク質、糖に影響を与
え、脂質・糖の酸化、タンパク質変性、酵素の不活性化などの酸化障害から種々の疾病や癌、
老化を引き起こす原因となっていることが明らかにされている。
電子スピン共鳴（ESR）は不対電子をもつ原子や分子、または電子スピンが示す共鳴現象を
測定するため、原子や分子に不対電子が存在する物質を測定することができる。02’‾や●OHは、
水溶系では反応性が高いため直接測定することは難しい。ESRでは、5，5一ジメチルピロリン一八た
オキサイド（DMPO）などのスピントラップ剤を用いることで02’や●OHを安定なスピンアダクトとし
て測定し、定性・定量することが可能である。
医薬品のリン酸クリンダマイシン（CLDMP）はニキビ薬として治療に用いられ、医薬品のシクロ
ピロックスオラミン（CPO）、ケトコナゾール（KCZ）は表在性真菌感染の治療に用いられている
抗真菌剤である。CLDMP、CPOおよびKCZのいずれも主作用に加え、抗炎症作用を発揮す
ることで治療効果を高めていることが期待されている。本研究では、抗炎症作用機序研究の一
環として、CPO、KCZやCLDMPの炎症性細胞によって産生される02’．および●OHに対する消
去活性について調べた。（第2章）
にんにくは抗酸化物質を多く含む食物として知られているが、にんにくを熟成醗酵した熟成
にんにくは生にんにくよりもさらに強い抗酸化能を有するといわれているが、熟成にんにくの抗
酸化能の詳細は明らかではない。本研究では、生にんにくと熟成にんにくの抗酸化能につい
て検討を行った。（第3章）
近年、赤潮の原因であるラフイド藻類プランクトンは02●‾消去活性物質を生産することが報告
されたが、赤潮の原因である渦鞭毛藻類プランクトンにおける02●‾消去活性物質の生産につい
ての報告はない。そこで本研究は、渦鞭毛藻類の02°‾消去活性や●OH消去活性などの抗酸化
－158－
能と性質について調べた。（第4章）
本研究ではESRの特性を活かして、医薬品の作用機序研究、食品の機能性研究、さらには
産業化を前提とした天然資源からの生理活性物質探索研究に応用することを目的とした。
第2章：医薬品の抗酸化能の評価
医薬品のCLDMPはニキビ薬として治療に用いられている。また医薬品CPOはヒドロキシ
ピリドン誘導体、KCZはイミダゾール誘導体であり、表在性真菌感染の治療に用いられている
抗真菌剤である。CLDMP、CPOおよびKCZのいずれも主作用に加え、抗炎症作用を発揮す
ることで治療効果を高めていることが期待されている。抗炎症作用には、炎症細胞の浸潤抑制、
血管透過性の抑制、活性化炎症性細胞が産生するROSによる細胞障害の抑制作用などが考
えられる。例えば、炎症性細胞が細菌や異物などによって刺激を受けると、これらを細胞内に
取り込むと同時にNADPH酸化酵素により酸素から02’‾、H202、°OHを産生し、取り込んだ異
物・を分解、殺菌する。これらのROSが過剰産生され細胞外分泌されると周辺組織を傷害し炎
症は増悪する。
本研究では、これら医薬品の作用機序研究の一環としてDPPH法とMCLA化学発光法で
調べ、さらにESRを用いて02●‾および■OH消去活性について調べた。また細胞レベルでの作
用について12－myristate13－aCetate（PMA）刺激したマウス多形核白血球（PMN）とRAW264．7
（マウスマクロファージ細胞株）を用い、MCLA化学発光法で調べた。CLDMPについても、作
用機序研究としてESRを用いて02●‾および●OH消去活性について調べた。
その結果、CPOとCLMDPに●OHの直接的消去活性があることが明らかとなった。
KCZの場合はCPOやCLDMPの作用機序とは異なり、炎症細胞でNADPH酸化酵素反応系
の阻害をすることで、ROSの産生を抑制し、皮膚炎症の程度を軽減している可能性が示唆され
た。
第3章食品の機能性の評価
食品の機能として、従来一次機能の栄養（生命維持）、二次機能の味覚（噂好性）が言及さ
れていたが、近年、三次機能として体調調整（生体防御、疾病予防）が注目されるようになって
きた。
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我々は、食品素材の中でにんにくに注目し、その機能性を研究することにした。にんにく
（d〃ね∽∫α如〟椚ム）は千年も前からたくさんの文化の人々に効果的な治療薬であると考えられ、
様々な病気の民間治療法とされていた。今日においても、世界中でにんにくはその医療効果
が使われており、にんにくの機能性について注目されている。
市場に出回っている長期間（10ケ月）エタノールに浸けて熟成させたにんにくは生にんにくよ
りも抗酸化能が高いと報告されている。我々は無添加で、一定温度、湿度で40日間の短期間
熟成させた独自の熟成にんにくを材料とし、活性酸素消去能についてESRを用いて調べるとと
もに、H202消去化合物として知られるTHβCsについて、LC－MSを用いて解析した0
その結果、独自の熟成にんにくは生にんにくと比べ02●‾消去活性が13倍、H202消去活性が
10倍以上、ポリフェノール含量が7倍高いことが確認された。さらにT叩Csのうち、（lR，3S）
－MTCCまたは（lS，3S）－MTCCが生にんにくと比較し、27～31倍増加していることが確認された0
このことから、02・瀾去活性のみではなくH202消去活性も高くなっていることから、02●‾と
H202を同時に消去することが可能な優れた機能性をもつ熟成にんにくを短期間で作ることが
可能であることが示唆された。
第4章天然資源物の抗酸化能
4－1：新規抗酸化物質の探索
これまで天然資源からの抗酸化物質の探索は多く行われてきた。代表的な例として、緑茶に
含まれるポリフェノールのカテキンがあげられる。天然資源の中でも赤潮プランクトンは産業的
な利用が全くなされておらず、生理活性物質の未利用資源として極めて有望である。赤潮プラ
ンクトンの魚毒性のメカニズムはROSが関与しており、生体防御機能の一つとしてROSを細胞
外に産生しつつ、自身は強力な抗酸化物質で防御してROSによる毒性の影響を免れている0
本研究はこのことに着目し、産業化を前提とした新規抗酸化物質の探索を目的として行った0
ラフイド藻類および渦鞭毛藻類赤潮プランクトンの水溶性抽出物の02●‾消去活性につ
いて、1。min。1類縁体のL－012を用いた化学発光法とESR－スピントラッピング法で調べ
た。その結果、L－012化学発光法ではラフイド藻類の水溶性抽出物にのみ02●‾消去活性
が認められた。一方、ESR－スピントラッピング法ではラフイド藻類と渦鞭毛藻類の両
者で02●‾消去活性が認められた。
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さらに渦鞭毛藻類のGfJ坪〟成C〟朋、dJαα〝放言〟椚亜言〝e、ラフイド藻類のC．ov肋の水溶
性抽出物の抗酸化能について、ESR－スピントラッピング法を用いた速度論的解析、既存
の抗酸化物質との比較による02●●消去能、Fenton反応やH202－紫外線照射法を’OH発生
系に用いた●OHの消去能、抗酸化活性の熟安定性の検討、02●－消去活性物質の探索を
LC－MSで行った。
その結果、赤潮プランクトンに存在する02●‾消去活性物質は、02●‾産生系の酵素阻害で
はなく直接02●せ消去していることが確認され、この活性はアスコルビン酸と同程度である
ことが示唆された。さらに赤潮プランクトンによる・OH消去活性は鉄キレート作用で
はなぐOHを直接消去することが確認された。耐熱性の実験ではGわ甲〟成C〝椚抽出物の
02’‾および●OH消去活性は100あるいは200℃で上昇する現象が認められた。LC－MSの解析
から、3種のプランクトンに共通して存在する02●‾消去活性物質の存在が確認された。現
在02●‾消去活性物質の同定作業を進めている。
これらのことから赤潮プランクトンに存在する抗酸化物質は、既存の抗酸化物質と同
程度の活性を有し、さらに熟耐性があることから今後産業利用に応用できる可能性が示
唆された。
4－2：ESR－スピントラッピング法とルミノール化学発光法での02●●消去活性の乗離
また本研究（4－1）で渦鞭毛藻類水溶性抽出物の02●●消去活性は、ESR－スピントラッピ
ング法では検出できたが、し012化学発光法では検出できなかったことを報告した。本
研究では、二つの方法の結果に禿離が生じる原因を解明することを目的とした。
本研究では、02●‾生成系にHPX／XOD反応を用いているが、この反応系では02●‾のみで
はなくH202も生成している。化学発光では、luminolとH202が共存することで発光する
ことが報告されている。このことから結果の尭離について、三価鉄複合体が02●‾消去活
性に影響を与えることが考えられた。そのため、SODとラフイド藻類のC．ov（加、三価
鉄蛋白質複合体の西洋わさびベルオキシダーゼ、カタラーゼ、ヘモグロビンを用いて、
2つの方法での結果の乗離の原因について検討を行った。その結果、ESR－スピントラ
ッピング法ではSOD、Covata添加で減少したDMP0－00Hのシグナルは三価鉄蛋白複
合体を添加しても変化が無いのに対し、化学発光法ではSOD、Covと血で減少した発光
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が三価鉄蛋白複合体を添加することで発光が増強した。77KでのESRスペクトル解析
では、渦鞭毛藻類G卸〝成C〟椚と』．亜言〝eの水溶性抽出物に三価鉄複合体が存在し、ラ
フイド藻類のCov肋には存在しないことが示唆された。これらの結果から、渦鞭毛藻
類に存在する三価鉄複合体がESR－スピントラッピング法と化学発光法の結果に乗離を
生じさせた原因の一つである可能性が示唆された。
第5章：総括
02・やOHはタンパク質や脂質、核酸に障害を与えることで、生体システムに悪影響を及
ぼす。そのため、ROS消去に関する研究は活発に行われている。ROSに関する測定は、ESR
法を始め化学発光法や吸光度法を用いた測定など様々である。ESR法はROS測定に関して、
02・YOHを選択的に測定することが可能であるという特長を有する。医薬品の作用機序の研
究では、表在性真菌症治療薬であるCPOとKCZの抗炎症作用の差異を明確にできるなど、こ
れまで明らかにされていなかった抗炎症作用機序について新たな知見を得ることができた。食
品の機能性研究では、熟成にんにくは02’‾を消去するだけではなく、H202も消去する機能性
の優れた食品であることを明らかにした。さらに天然資源からの生理活性物質の探索では、化
学発光法で検出不可能な渦鞭毛藻の02●‾消去活性を検出し、この活性が酵素阻害ではなく直
接02・－を消去することを明らかした。また赤潮プランクトンは鉄キレート作用ではなく直接’OH
を消去する消去活性が存在することを明らかにし、今後産業利用に応用できる可能性を
示唆した。
以上の結果は、化学発光法や吸光度法とは異なり、活性酸素種を選択的に測定できるESR
法の特性に速度論的解析や紫外線照射法、超音波法を組み合わせることで、02●や●OHを直
接かつ選択的に消去するか否かを評価できること示している。これらの方法を活用することで
医薬品、食品、天然資源などの抗酸化活性評価並びに抗酸化作用機序研究において、有用
な情報を得られることが明らかになった。
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論文審査結果の要旨
酸素は呼吸で生榊こ取り込まれ、酸化反応における電子の授受に利用され、町、・0首などの活
性酸素と呼ばれる中間体を生成する．生体内で活性酸素が過剰に産生すると酸化障害を引き起こ
す原閏になる・電子スピン軸細S喝は不対電子をもつ分子の測定が可能のため、町と・OHを選
択的に軸走することができる・本研究ではこの闇Rの砕性を活かし、医薬品の作用梯序研究、食
品の機能性肝究、及び産業化を前提とした天然資源からの生新性物質探索研究を行った．
ニキピ治療薬（リン酸タルタ●可沖：甜）と衰在性寡菌感染治療薬（シかどりク補ミンCα0、ケト叶
予慨肛幻は主作用に加え抗炎症作用を発揮することで治療劾束を高めると期待される．第二草
で臥抗炎症作用機序の－一項として、これらの医薬品の炎症性細胞によって産生される町および
・OF＝こ対する消去活性について検討をした・その結果、Cu刃dPとC印Dは・OEを直接消去し，
ECZは炎症細胞でNAD汗Ⅰ酸化酵素反応系の取替をすることにより活性酸素の酸性を抑制し、皮
膚炎症を軽減する可糎性が示された．
長期間熟成させたにんにく吼生にんにくよりも抗酸化能が高いことが報告されているが、抗
酸化能の詳細についての報告はこれまでない・第三章では熟成にんにくの抗酸化について詳細な
検討を行った・その結果、熟成にんにくは生にんにくよりも高い抗酸化を示し、熟成にんにくは
町のみならず、過酸化水素も消去可能であり、優れた機能をもつ食品であることが見出された．
赤潮プランクトン渦鞭毛藻類の町鞘去特性物質の生産についての報告はない．第四章では渦鞭
毛藻類を中心に、産業化を前提とした新規抗酸化物質の捷素を行った．その結果、渦鞭毛藻類の
町鞘去括性はBRでのみ検出することが可能であり、渦鞭毛藻類はOrおよび・OH消去活性物
質を産生すること、またこれらの物質には耐熱性があることを示し、さらにBR検出可能の理由
についても議論した．
以上の結果は，BRを用いた活性酸素研究の応用に貢献するものであり、著者が自立して研究
活動を行うに必要な能力を有することを示している。従って佐藤恵美子亀出の博士論文は博士
（生命科学）の学位論文として合格と認める．
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